Development of  novel strategy for insulin- and BDNF-based pharmacotherapy against Alzheimer\u27s disease by 吉田 ひとみ
  
   
よしだ ひとみ 
氏 名   吉田 ひとみ   
 
学 位 の 種 類  博士（薬学） 
 
学 位 記 番 号  富医薬博甲第 315号 
 
学位授与年月日  令和元年 9月 27日 
 
学位授与の要件  富山大学学位規則第 3条第 3項該当 
 
教 育 部 名    富山大学大学院医学薬学教育部 博士課程 
薬学専攻 
 
学位論文題目  
 
 
 
 
 
 
  
論文審査委員   
（主査）   教 授 新田 淳美 
（副査）   教 授 櫻井 宏明 
（副査）   教 授 笹岡 利安 （指導教員）  
 
アルツハイマー病の病態改善を試行した脳インスリン
および BDNF 作用の効果的増強法と薬物治療学的意義
の解明 
（Development of novel strategy for insulin- and 
BDNF-based pharmacotherapy against Alzheimer's 
disease） 
今日、本邦を含む先進諸国では高齢化社会の進展に伴い、認知症患者数が増加の一途をたどってい
る。アルツハイマー病 (AD) は認知症の半数以上を占める神経変性疾患であり、アミロイド β (Aβ) オリ
ゴマーや過剰リン酸化 Tauによる神経細胞死が引き金となり発症する。また AD患者の脳内では、シナプ
ス可塑性や神経保護などの脳神経機能の調節に必須な脳由来神経栄養因子BDNFが減少する。したが
って、BDNF を増加させる薬物処置は AD治療に寄与する可能性があるが、脳内において BDNF を効果
的に増加させる手法は確立されていない。AD と糖尿病はともに加齢に伴って発症リスクが増加する疾患
であり、しかも両疾患は互いの増悪因子であることが疫学的に示されている。また、両病態の共通基盤と
して脳のインスリン抵抗性の介在が指摘されている。インスリンは脳のインスリン受容体に結合すると、そ
の下流の phosphoinositide 3-kinase (PI3K) 経路および extracellular signal-regulated protein kinase
(ERK) 経路を介してシナプス可塑性を促進する。近年、インスリンの脳への送達法として鼻腔粘膜から
の吸収法の有効性が明らかとなり、インスリン製剤の経鼻投与が AD 患者の記憶学習機能を改善するこ
とが臨床試験で実証されつつある。インスリンシグナルの PI3K 経路は 5’-リピッドホスファターゼ SH2
domain-containing inositol 5’ phosphatase 2 (SHIP2) や 3’-リピッドホスファターゼ phosphatase and
tensin homolog deleted on chromosome 10 (PTEN) により負に制御される。SHIP2の過剰発現は脳
でインスリン抵抗性を惹起し、記憶学習機能の破綻要因となる。そこで本研究では、AD 病態の改善に有
効な新規脳機能改善法の確立のため、各種インスリン製剤やインスリン感受性を増加させる SHIP2阻害
薬を用いて、培養ラット大脳皮質神経細胞での細胞内シグナル伝達因子の活性、BDNF の発現、および
マウスの記憶学習能を指標に、脳のインスリン機能を向上させる効果的手法とその薬物治療学的意義を
追究した。
インスリンおよび持効型インスリンアナログの脳神経機能に対する作用特性の解析 1)
インスリンは、末梢のインスリン標的組織に作用し血糖を降下させるホルモンであるが、脳のインスリン
受容体に作用することで神経機能を修飾する。持効型インスリンアナログはインスリンよりも長時間にわ
たり血糖降下作用を示す薬剤であることから、脳でもインスリンより高い効力を示す可能性が想定されて
きたが、直接的な比較は行われていない。そこで、インスリン (Ins) と持効型インスリンアナログ [グラル
ギン (Gla)、デテミル (Det) およびデグルデク (Deg)] が脳神経機能に与える影響を培養ラット大脳皮
質細胞にて細胞内シグナル伝達因子の活性を指標に比較検討した。インスリンおよびインスリンアナログ
の刺激後 30分と 3時間の両時点において、Akt と glycogen synthase kinase (GSK3β) のリン酸化は
Ins=Gla=Det>Deg の効力比で誘発された。すなわち、インスリン、グラルギンおよびデテミルは脳神経細
胞において同等の効力を示し、いずれもデグルデクを上回る効果を示した。さらに、記憶学習機能に障害
を示す２型糖尿病 db/dbマウスにインスリン、グラルギンおよびデテミルを脳室内投与し、効力を比較した。
その結果、海馬において Aktのリン酸化は Ins=Gla>Det の効力比で誘発された。また、Y字型迷路試験
でも短期記憶の指標である交替行動率の増加は Ins=Gla>Det の効力比で誘発された。このように in 
vitroおよび in vivo試験のいずれにおいても持効型インスリンアナログはインスリンを上回る効果を示さず、
論 文 内 容 の 要 旨
むしろ in vivo ではインスリン (およびグラルギン) の方がデテミルよりも強い効果を示した。デテミルとデ
グルデクは、インスリンやグラルギンとは異なり、アルブミンに対して高親和性を示す。そこで、アルブミン
と各インスリン製剤との結合が作用特性に影響するか検証した。その結果、培養ラット大脳皮質細胞にお
いて、アルブミン存在下ではデテミルおよびデグルデクによる Akt のリン酸化は減弱したが、インスリンお
よびグラルギンの効果は影響されなかった。その効力比は Ins=Gla>Det=Deg であり、上述の in vivo で
の効力比と一致した。したがって、生体内で脳インスリン作用を強化する薬物処置法として、アルブミン結
合の影響を受けないインスリン製剤を選択する必要があることが示された。 
 
インスリンおよびリピッドホスファターゼ SHIP2阻害薬による脳神経機能の改善機序の解析 1,2) 
AD病態の改善には BDNF発現の増加が必要と考えられ、そのためには BDNFの生理的な発現機構
に基づく薬物介入が必要である。BDNF の発現は神経活動依存的に誘発され、さらに正のフィードバック
機構として BDNFが自身の mRNA発現を増強する。BDNFは tropomyosin related kinase receptor B 
(TrkB) に結合し、その下流の ERK、PI3Kおよび phospholipase Cγ (PLCγ) を介する３つの経路を活性
化する。これらの細胞内シグナルの一部はインスリンシグナルと共通である。したがって、インスリンは
Bdnf mRNA発現を増加させる可能性が考えられた。そこで、培養ラット大脳皮質神経細胞をアルブミン非
存在下においてインスリンおよびインスリンアナログで刺激し、神経栄養因子の発現に与える影響を解析
した。その結果、Ins=Gla=Det>Degの効力比で BdnfおよびNtf3 mRNA発現を増加させた。さらに、イン
スリン感受性を増加させるため、SHIP2 阻害薬 AS を共処置した結果、インスリンによる Bdnf mRNA 発
現の増加は AS によりさらに増強された。このように、インスリン作用の増強は BDNF 発現誘導に寄与す
ることが示された。 
上述のインスリンとBDNFの細胞内シグナル経路の類似性は、さらに、SHIP2阻害薬がBDNF発現の
正のフィードバック機構を促進する可能性を示唆した。そこで、培養ラット大脳皮質神経細胞を BDNF と
SHIP2阻害剤 ASで処置し、Bdnf mRNA発現の変化を解析した。その結果、BDNFの単独処置は Bdnf 
mRNAの発現を増加させ、SHIP2阻害薬 ASは BDNF誘発性 Bdnf mRNA発現をさらに増加した。した
がって、SHIP2 は BDNF シグナルにおいても負の制御因子として機能することが示された。そこで、
SHIP2阻害が Bdnf mRNA発現を増強する機序を検討した。BDNF単独処置による Bdnf mRNA発現
は mitogen-activated protein kinase kinase (MEK) 阻害剤 U0126 で抑制されたが、PI3K 阻害剤
LY294001およびプロテインキナーゼ C (PKC) 阻害剤 bisindolylmaleimideⅠと Gö6983 では抑制され
なかった。一方、SHIP2阻害剤ASの存在下では、ERK、PI3KおよびPKCのいずれの阻害剤によっても
BDNF誘発性 Bdnf mRNA発現は抑制された。なお、プロテインキナーゼ A阻害剤 KT5720およびカル
モジュリンキナーゼⅡ阻害剤 KN93 は抑制作用を示さなかった。したがって、BDNF の単独処置は ERK
経路を介して Bdnf mRNA発現を増加させるが、SHIP2阻害剤 ASの存在下では BDNFは ERK経路に
加え副側路のPLCγ-PKC経路も活性化するため、BDNF誘発性Bdnf mRNA発現を増強することが示さ
れた。Bdnf遺伝子の転写活性は主に転写因子 CREBにより調節されている。そこで、CREBのリン酸化
を解析した結果、BDNF単独処置により CREBのリン酸化が増加したが、SHIP2阻害薬 ASの共処置に
よる増強は認められなかった。そこで、SHIP2 阻害薬 AS が Bdnf mRNA の安定性に与える影響を
actinomycin D添加法を用いて検証した。その結果、ASの共処置により Bdnf mRNAは安定化され、本
効果は PKC阻害剤により消失した。したがって、SHIP2阻害薬 ASによる BDNF誘発性 Bdnf mRNA発
現の増強機序は、PKCの活性化を介した Bdnf mRNAの安定化のためであることが示された。 
SHIP2 は phosphatidylinositol(3,4,5)P3 (PIP3) を減少させることで PI3K 経路を負に制御するが、他
のリピッドホスファターゼ [SH2 domain-containing inositol 5’ phosphatase 1 (SHIP1) および PTEN] 
も PIP3の減少に寄与する。しかし、脳神経細胞において SHIP1 と PTENが BDNF誘発性 Bdnf mRNA
発現に影響するかは不明である。そこで SHIP1および PTENの阻害剤が BDNF誘発性 Bdnf mRNAに
与える影響を検討した。その結果、PTEN 阻害剤 VO-OHpic および SHIP1 阻害剤 3AC は BDNF 誘発
性 Bdnf mRNAを増強しなかった。したがって、BDNF誘発性 Bdnf mRNAの増強効果は SHIP2阻害薬
に特異的であることが示された。 
記憶学習時には脳内でインスリン受容体や BDNF の発現量が増加するので、SHIP2 阻害剤はこれら
の内因性インスリンや BDNF の効果を増強する可能性が想定された。そこで、記憶学習機能障害を示す
２型糖尿病マウス (streptozotocin/高脂肪食負荷マウス) に SHIP2 阻害剤 AS を脳室内投与し、ステッ
プスルー型受動回避試験により薬効を解析した。その結果、AS は長期記憶学習の指標である明室の滞
在時間を増加させた。したがって、SHIP2 阻害剤 AS の中枢投与は記憶学習機能の改善に有効であるこ
とが示された。 
 
結論 
 本研究では、AD病態の改善を指向した脳インスリンおよびBDNF作用の効果的増強法とその機序を明
らかにするため、インスリン製剤や SHIP2阻害薬 ASがラットおよびマウスの脳神経細胞機能に与える影
響を解析した。AD 病態では、インスリン抵抗性の増大、BDNF 発現の低下に加え、血液脳関門の障害に
伴う脳内アルブミン濃度の増加が認められる。このような病態環境下では、アルブミン結合の影響を受け
ないインスリン製剤の方がアルブミン高親和性インスリン製剤よりも効果的であることを実証した。また、
末梢組織においてインスリン感受性を増加する SHIP2阻害薬 ASは脳のインスリン作用の増強にも有効
であり、しかも脳インスリン作用の増加に伴い BDNF発現機構が駆動することを見出した。さらに、SHIP2
阻害剤ASはBDNF発現の正のフィードバック機構の促進作用も示した。その機序としてBDNFシグナル
の副側路である PLCγ-PKC 経路の活性化により Bdnf mRNA の安定化を促進する新機序を明らかにし
た。以上のように本研究では、インスリンおよび SHIP2阻害薬 ASを用いた薬物処置が、従来知られてい
なかった脳のインスリン系と BDNF系の連係機構を賦活化することを明らかにし、AD病態の新規治療薬
の開発基盤を構築し得た。 
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 学 位 論 文 審 査 の 要 旨 
 
本邦を含む先進諸国では高齢化社会の進展に伴い、認知症患者数が増加の一途をたどっている。
アルツハイマー病 (AD) は認知症の半数以上を占める神経変性疾患であり、AD 患者の脳内では、
シナプス可塑性や神経保護などの脳神経機能の調節に必須な脳由来神経栄養因子 BDNF が減少
する。しかし、BDNF を効果的に増加させる手法は確立されていない。また、AD と糖尿病はともに加
齢に伴って発症リスクが増加する疾患であり、両病態の共通基盤として脳のインスリン抵抗性の介
在が指摘されている。近年、インスリンの脳への送達法として鼻腔粘膜からの吸収法の有効性が明
らかとなり、インスリン製剤の経鼻投与が AD 患者の記憶学習機能を改善することが臨床試験で実
証されつつある。そこで本研究では、AD 病態の改善に有効な新規脳機能改善法の確立のため、各
種インスリン製剤やインスリン感受性を増加させるSH2 domain-containing inositol 5’ phosphatase 
2 (SHIP2) 阻害薬を用いて、培養ラット大脳皮質神経細胞での細胞内シグナル伝達因子の活性、
BDNF の発現、およびマウスの記憶学習能を指標に、脳のインスリン機能を向上させる効果的手法
とその薬物治療学的意義を追究し、以下の新知見を得た。 
インスリンおよび持効型インスリンアナログの脳神経機能に対する作用特性の解析 1) 
インスリンは血糖を降下させるホルモンであるが、脳のインスリン受容体に作用することで神経機
能を高める。本研究では、インスリンと持効型インスリンアナログ（グラルギン、デテミルおよびデグル
デク）が脳神経機能に与える影響を培養ラット大脳皮質細胞にて細胞内シグナル伝達因子の活性を
指標に比較検討した。インスリン、グラルギンおよびデテミルは脳神経細胞において同等の効力を示
し、いずれもデグルデクを上回る効果を示した。さらに、記憶学習機能に障害を示す２型糖尿病
db/db マウスにインスリン、グラルギンおよびデテミルを脳室内投与し、効力を比較した。その結果、
in vitroおよび in vivo試験のいずれにおいても持効型インスリンアナログはインスリンを上回る効果
を示さず、むしろ in vivoではインスリン (およびグラルギン) の方がデテミルよりも強い効果を示した。
デテミルとデグルデクは、インスリンやグラルギンとは異なり、アルブミンに対して高親和性を示す。
そこで、アルブミンと各インスリン製剤との結合が作用特性に影響するか検証した。その結果、培養
ラット大脳皮質細胞において、アルブミン存在下ではデテミルおよびデグルデクによるAktのリン酸化
は減弱したが、インスリンおよびグラルギンの効果は影響されず、in vivo での効力比と一致した。し
たがって、生体内で脳インスリン作用を強化する薬物処置法として、アルブミン結合の影響を受けな
いインスリン製剤を選択する必要があることが示された。 
インスリンおよびリピッドホスファターゼ SHIP2阻害薬による脳神経機能の改善機序の解析 1,2) 
AD 病態の改善には BDNF 発現の増加が必要であり、BDNF の生理的な発現機構に基づく薬物
介入が有用と考えられる。BDNF の発現は神経活動依存的に誘発されると共に、BDNF が自身の
mRNA 発現を増強する。BDNF シグナルの一部はインスリンシグナルと共通なことから、インスリン
が Bdnf mRNA発現を増加させる可能性を検証した。培養ラット大脳皮質神経細胞を用いてアルブミ
ン非存在下において解析した結果、アルブミン非結合型インスリンがより効果的に Bdnf および Ntf3 
mRNA 発現を増加させた。さらに、インスリン感受性を増加させるため、SHIP2 阻害薬
AS1949490(AS)を共処置した結果、インスリンによるBdnf mRNA発現の増加はASによりさらに増
 強された。このように、インスリン作用の増強は BDNF発現誘導に寄与することが示された。 
本成績は、SHIP2 阻害薬が BDNF 発現の正のフィードバック機構を促進する可能性を示唆した。
そこで、Bdnf mRNA発現に対する薬効とその機序を解析した結果、BDNFの単独処置はERK経路
を介して Bdnf mRNAの発現を増加させ、BDNFと SHIP2阻害薬 ASの共処置は PLCγ-PKC経路
を介した Bdnf mRNAの安定化により BDNF発現をさらに高めることが示された。 
さらに、記憶学習機能障害を示す２型糖尿病マウス (streptozotocin/高脂肪食負荷マウス) に
SHIP2 阻害剤 AS を脳室内投与し、ステップスルー型受動回避試験により薬効を解析した結果、
SHIP2阻害剤 ASの中枢投与は記憶学習機能の改善に有効であることが示された。 
結 論 
AD 病態では、インスリン抵抗性の増大、BDNF 発現の低下に加え、血液脳関門の障害に伴う脳
内アルブミン濃度の増加が認められる。本研究により、このような病態環境下では、アルブミン結合
の影響を受けないインスリン製剤の方がアルブミン高親和性インスリン製剤よりも効果的であること
を実証した。また、末梢組織においてインスリン感受性を増加する SHIP2阻害薬 ASは脳のインスリ
ン作用の増強にも有効であり、しかも脳インスリン作用の増加に伴いBDNF発現が増加することを見
出した。さらに、その機序として BDNF シグナルの副側路である PLCγ-PKC 経路の活性化により
Bdnf mRNAの安定化が促進されることを明らかにした。以上、インスリンおよび SHIP2阻害薬を用
いた治療法が、従来知られていなかった脳のインスリン系と BDNF 系の連係機構を賦活化すること
を明らかにし、AD病態の新規治療薬の開発基盤を構築し得た。 
 
主査および副査は、申請者 吉田ひとみ氏に面接を行うとともに論文内容を審査し、博士（薬学）の
学位を授与するに値すると判断した。 
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